r 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office eur p6en des brevets 



© Numero de publication: 0 275 736 B1 



© 



FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



© Date de publication de fascicule du brevet: 25.03.92 © Int. CI. 5 : B01J 13/00, A61 K 9/50 
© Numero de d(§pot: 87402997.8 
@ Date de depot: 2ai 2.87 



© Proc6d6 de preparation de systemes colloidaux dispersibles d'une substance, sous forme du 
nanoparticules. 



o> 
rs 

m 
cm 



© Priorite: 31.12.86 FR 8618446 

© Date de publication de la demande: 
27.07.88 Bulletin 88/30 

© Mention de la deMivrance du brevet: 
25.03.92 Bulletin 92/13 

® Etats contractants designes: 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

© Documents cites: 
WO-A-86/03676 
AU-A- 495 261 
CH-A- 201 942 
DE-C- 738 604 



© Titulaire: CENTRE NATIONAL DE LA RECHER- 
CHE SCIENTIFIQUE 
15, qual Anatole France 
F-75007 Paris(FR) 

@ Inventeur: Fessi, Hatem 
9, rue Friant 
F-75014 Paris(FR) 

Inventeur: Devissaguet, Jean-Philippe 
14 Bd d'lnkermann 
F-92200 Neuilly/Seine(FR) 
Inventeur: Puisieux, Francis 
66 rue de Strasbourg 
F-94700 Maisons Alfort(FR) 
Inventeur: Thies, Curt 
305 Fawn Meadows 
Saint Louis(US) 



© Mandataire: Varady, Peter et al 

Cabinet Lavoix 2, Place d'Estienne d'Orves 
F-75441 Paris Cedex 09(FR) 



II est rapped que: Dans un delai de neuf mois a compter de la date de publication de la mention de la 
d^livrance du brevet europ^en, toute personne peut faire opposition au brevet europ§en deMivre\ aupres de 
('Office europ^en des brevets. L'opposition doit etre formed par 6cr'\X et motived. Elle n'est r£put€e formed 
qu'apres paiement de la taxe d'opposition (art. 99(1 ) Convention sur le br vet europeen). 



Rank Xerox (UK) Business Services 



1 



EP 0 275 796 B1 



D script! n 

La presente invention a pour objet tin nouveau 
procede" de preparation de systemes colloVdaux 
dispersibles d'une substance sous forme de parti- 
cules spheriques de type matriciel et de tailie infe- 
rieure a 500 nm (nanoparticules). 

Des particules submicroscopiques d'un diame- 
tre infeVieur a 500 nm sont de*ja connues notam- 
ment d'apres les brevets BE-A-808 034, BE-A-839 
748, BE-A-869 107 et FR-A-2 504 408. Selon BE- 
A-808 034 et -839 748, les particules submicrosco- 
piques sont formees par polymerisation micellaire 
d'un monomere tel qu'un derive de I'acide acryli- 
que. De meme, BE-A-869 107 et FR-A-2 504 408 
d£crivent la preparation de nanoparticules biode- 
gradables obtenues par polymerisation d'un cya- 
noacrylate d'alkyle et contenant une substance bio- 
log iquement active. Les me*thodes font appel a une 
polymerisation en solution et sont done limitees a 
1'utilisation d'un nombre limits de polymeres pou- 
vant §tre obtenus notamment par vinyl-addition et 
ne peuvent convenir a des polymeres naturels ou 
hemisynthetiques. De plus il est difficule de maltri- 
ser le poids moleculaire du polymere constitutif 
des nanoparticules et il est n^cessaire, notamment 
en vue d' usage biologique, d'eiiminer les monome- 
res et oligopolymeres residuels, le cas echeant les 
reactifs de polymerisation (initiateur et catalyseur) 
en exces, ainsi que les surfactifs s'ils sont utilises 
a forte concentration ou ne sont pas biocompati- 
bles. Or la purification (ultracentrifugation, dialyse) 
s'avere souvent lourde, car la filtration des nano- 
particules, vu leur tailie, n'est pas toujours possible. 

On a aussi decrit des me*thodes par 
emulsification-evaporation, faisant appel a des po- 
lymeres preformes et selon lesquelles une solution 
organique de polymere non miscible a I'eau est 
emulsifies dans une phase continue aqueuse, puis 
le solvant est evapore afin de conduire a une 
suspension de polymere insoluble dans I'eau. Ce- 
pendant, si I'interet majeur de cette methode est 
d'etre utilisable pour de nombreux polymeres d'ori- 
gine synthetique ou hemisynthetique et de permet- 
tre ainsi I'obtention de nanoparticules a partir de 
polymeres bien detinis, son inconvenient reside 
dans la difficult^ de realiser des emulsions ultra- 
fines et homogenes pour I'obtention de nanoparti- 
cules inferieures a 500 nm qui seraient elles-me- 
mes de tailie homogene. De plus, la necessite 
d'utilisation de surfactifs dans des proportions sou- 
vent importantes (20%) et qui devront etre eiimi- 
nes, et la mise en oeuvre d'appareillages sophisti- 
ques et gourmands en energie (sonicateurs, homo- 
g^neiseurs,..) constituent des handicaps serieux a 
leurs applications industrielles. 

On a aussi propose I'obtention de nanoparti- 
cules dans le cas des proteines, notamment par 



denatu ration a chaud d'une emulsion eau dans 
I'huile d'une solution p rote i que, telle que I'albumi- 
ne, (Kramer, P. A : J. Pharm. Sci., 63, 1646 (1974), 
ou par desolvatation d'une solution proteique, telle 

5 que la gelatine, par un sel mineral ou I'ethanol 
(Marty et coll., dans Austr. J. Pharm. Sci., 6, 65 
(1978), ou dans Pharm. Acta Helv. 53, Nr.~1 (- 
(1978)), puis, dans les deux cas, par durcissement 
au moyen d'un aldehyde. La methode de Kramer a 

io pour inconvenient principal de necessiter une 
emulsification prealable de la solution aqueuse de 
la matiere premiere macromoleculaire dans une 
phase continue huileuse. Cette emulsion devant 
etre tres fine, I'utilisation de surfactifs et d'appareil- 

75 lages ad-hoc (sonicateur, etc) est indispensable 
pour obtenir des nanoparticules de tailie convena- 
ble. Quant a la methode de Marty, elle fait appel a 
des quantites importantes de sels mineraux qu'il 
faut eiiminer, de meme que I'exces d'aldehyde et 

20 le sulfite ou le metabisulfite utilise pour neutraliser 
ce dernier. 

Par ailleurs, AU-A-495 261 decrit un procede 
de preparation de nanoparticules de 10 a 1000 nm 
a base d'une matiere de macromoiecules naturel- 
25 les reticulees, utilisant une methode de 
desolvatation/fixation . 

CH-A-201 942 decrit un procede de prepara- 
tion de saumures ou de suspensions aqueuses de 
particules de substances organiques et de protei- 
30 nes. 

Le document FR-A-1 571 090 decrit un proce- 
de de preparation de microcapsules de matieres 
huileuses avec paroi polymere utilisant une metho- 
de par dilution. 

35 Toutes les methodes decrites ci-dessus ne 

sont applicables qu'a certaines categories de mole- 
cules et font intervenir des operations couteuses 
(ultracentrifugation, sonication, etc) ou difficilement 
controlables (polymerisation), tout en ne permettant 

40 pas d'obtenir une homogeneite satisfaisante de la 
tailie des particules ou meme des particules suffi- 
samment petites (inferieures a 500 nm) pour assu- 
rer leur stabilite a long terme sous forme d'une 
suspension colloTdale. 

45 L*invention propose un nouveau procede de 

preparation de nanoparticules, ne presentant pas 
les desavantages precedents et utilisable aussi 
bien pour des substances polymeriques syntheti- 
ques et naturelles que pour diverses substances 

so organiques (medicaments, lipides, etc) ou minera- 
les (sels, pigments, etc), ainsi que leurs melanges. 

La presente invention a pour objet un procede 
de preparation de systemes colloTdaux dispersibles 
d'une substance, sous forme de particules spheri- 

55 ques de type matriciel et de tailie inferieure a 500 
nm. (nanoparticul s), caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constituee es- 
sentiellement par une solution de la substance 
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dans un solvant ou dans un melange de ser- 
vants, et pouvant etre addittonnde d'un ou de 
plusieurs surfactifs, 

(2) on prepare une seconde phase liquide 
constitute essentiellement part un non-solvant 
ou un melange de non-solvants de la substance 
et pouvant etre additionne*e d'un ou de plusieurs 
surfactifs, le non-solvant ou le melange de non- 
solvants de la substance etant miscible en tou- 
tes proportions au solvant ou melange de sol- 
vants de la substance, 

(3) on ajoute sous agitation modeVte, Tune des 
phases liquides obtenues sous (1) ou (2) a I'au- 
tre, de maniere a obtenir une suspension colloT- 
dale de nanoparticules de la substance, et 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou partie du 
solvant ou du melange de solvants de la subs- 
tance et du non-solvant ou du melange de non- 
solvants de la substance, de maniere a obtenir 
une suspension colloVdale de concentration vou- 
lue en nanoparticules ou a obtenir une poudre 
de nanoparticules, 

etant entendu que ladite substance n'est pas un 
monomere. 

Dans re*tape (3), les nanoparticules se forment 
pratiquement instantanement. La solution devient 
blanche, laiteuse et presente I'effet Tyndall carac- 
teristique des suspensions colloTdales. Dans cette 
etape, on ajoute de preference la phase liquide 
obtenue dans I'etape (1) a la phase liquide obtenue 
dans retape (2), notamment si celle-ci est aqueuse 
mais Tinverse est toutefois possible comme le 
montrent les exemples. 

La "substance" utilised selon le proctde de 
I'invention peut etre pratiquement n'importe quelle 
substance suffisamment soluble dans un solvant 
donne\ 

a Texception d'une substance polymerisable tel 
qu'un monomere. 

La "substance" peut etre en particulier un po- 
lymere, aussi bien un polymere synthetique, par 
exemple I'acide poly (d,1) lactique (PLA), etc, un 
polymere htmisynthetique comme par exemple 
l*ace*tate butyrate de cellulose, rethy (cellulose, le 
phtalate d'hydroxymethyl-propylcellulose 
(HPMCP), etc, qu'un polymere naturel, par exem- 
ple la gelatine, la gomme arabique, etc. De nom- 
breux autres polymeres peuvent etre utilises, par 
exemple : I'aceto-phtalate de polyvinyle, I'aceto- 
phthalate de cellulose; des derives maleiques (par 
ex. "Gantrez"®); les copolymeres d'acide acrylique 
et d'acrylates et les polymeres acryliques (par ex. 
Eudragit®); I'acide polylactique d ou I, et (d,l); les 
copolymeres d'acide lactique et d'acide glycolique, 
polypeptides, glycolides (derives de propiolactone, 
butyrolactone, pivalolactone c -caprolactone, tc); 
les polymer s obtenus a partir d'est rs cycliques 
des acides hydroxybutyrique, hydroxyisobutyriqu , 



hydroxymethylvalerique, phenyl-lactique, hydroxye- 
thylbutyrique; le poly beta malate de benzyle; les 
copolymeres de I'acide malique et du malate de 
benzyle; un copolymere polyvinylpyrrolidone-ace*ta- 

5 te de vinyle reticule, les polycyanoacrylates d'alky- 
le; les poly (ethylene-viny I acetate); les polymeres 
hydrosolubles (gelatine, gomme arabique, methyl- 
cellulose, etc); les oligomeres (styrene ally I alcool). 
La "substance" peut etre un corps gras, par 

10 exemple un mono-, di- ou triglyceride d'acide 
gras; une huile hydroge*n6e comme par exemple 
I'huile de ricin hydrogente, une huile solide a 
temperature ambiante, comme par exemple I'huile 
de coprah; une cire, comme par exemple la cire 

75 d'abeilie; un ester d'acide gras de de polyethylene- 
glycol (PEG), comme par exemple le distearate de 
PEG 6000: 

La "substance" peut aussi etre une substance 
biologiquement active, notamment un principe actif 

20 medicamenteux ou un pre*curseur de principe actif 
medicamenteux, ou encore un produit de contraste 
ou un r^actif biologique. Dans ce cas, il peut etre 
inte*ressant de preparer des nanoparticules com- 
prenant a la fois une substance biologiquement 

25 active et un polymere en tant que "substance", 
comme on le verra plus loin. 

La "substance" peut aussi etre un pigment, 
une encre, un lubrifiant, un agent de traitement de 
surface, etc. 

30 II est evident que le procede selon I'invention 

peut s'appliquer aussi bien pour une substance 
que pour plusieurs. 

A cet egard, selon une variante du proc6de\ on 
peut fixer une seconde substance par adsorption a 

as la surface de nanoparticules dtja formees dans 
I'etape (3), par simple addition a la suspension 
colloVdale du polymere, eventuellement apres 
concentration. Cette seconde substance peut etre 
en particulier une substance biologiquement active. 

40 Le "solvant" ou le melange de solvants utilise 

est un liquide capable de dissoudre la substance 
(par exemple le polymere et/ou la substance biolo- 
giquement active). Par ailleurs le solvant doit etre 
miscible en toutes proportions avec le non-solvant 

45 de la substance utilise dans la preparation. Ainsi, 
dans ta plupart des cas, le solvant sera organique 
de sorte que la phase liquide (1) constituera la 
phase organique tandis que la phase liquide (2) 
pourra constituer la phase aqueuse, mais il est 

50 possible d'utiliser soit deux phases organiques soit 
deux phases aqueuses dans la mesure ou les 
conditions de solubility, d'insolubilite et de miscibi- 
lite sont remplies. D'un autre cote, le solvant devra 
etre suffisamment volatil pour pouvoir eventuelle- 

55 ment etre elimine. Par exemple, dans le cas ou la 
substance est un polymer (additionne ou non 
d'une substanc biologiquement active), le solvant 
peut etre choisi parmi un alcool inferieur (methanol, 
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ethanol, isopropanol), une cetone inf^rieure 
(acetone, methyl-ethyl-ceton ), un hydrocarbur le- 
g r ou un melange cPhydrocarbures legers 
(hexane, ether de petrole) un hydrocarbure leger 
chlore (chloroforme, chlorure de methylene, trichlo- 
rethylene, etc), ou d'autres solvants lagers usuels 
tels que I'acetonitrile, le dioxanne. 

Le "non-solvant", ou le melange de non-sol- 
vants de la substance est un liquide ne dissolvant 
pas la substance tout en etant miscible en toutes 
proportions au solvant utilise. Ainsi, par exemple, 
lorsque la substance est un polymere tel que 
P.L.A., le solvant peut etre I'acetone et le non- 
solvant peut etre rethanol ou I'eau distiliee; si la 
substance est par exemple un polymere acrylique 
tel que Eudragit L100® , le solvant peut etre une 
phase aqueuse alcaline et le non-solvant peut etre 
une phase aqueuse acide. II peut etre avantageux 
d'ajouter au solvant une faible proportion (interieure 
a 20% en volume, par exemple environ 10% en 
vol.) de non-solvant, dans la phase liquide (1), ce 
qui permet d'obtenir des nanoparticules plus peti- 
t s, notamment inferieures a 100 nm. 

II est souhaitable, pour obtenir une suspension 
plus stable, d'ajouter un ou plusieurs surfactifs (ou 
emulsifiants). Les surfactifs peuvent etre anioniques 
(par exemple laurylsulfate de sodium), cationiques 
(par exemple ammonium quaternaire) ou non ioni- 
ques (par exemple monoesters de sorbitanne po- 
ly oxyethylenes ou non, ethers d'alcools gras et de 
polyoxyethylene-glycols, polyoxyethylene-poly pro- 
pylene glycol). 

Toutefois, les nanoparticules peuvent etre obte- 
nu s selon ('invention sans surfactifs, et ceux-ci ne 
sont d'ailleurs pas n^cessaires si dans retape (4) la 
totalite des solvants et des non-solvants est elimi- 
nee, par exemple par lyophilisation. On peut ainsi 
obtenir des nanoparticules lyophilis£es dont la 
conservation est de longue dur6e. 

La proportion en surfactifs dans la suspension 
colloTdale obtenue dans retape (3) lorsqu'ils sont 
presents, peut aller notamment de 0,1% a 10% en 
poids, et de preference entre 0,2 et 2% en poids. 

Dans le cas ou la substance est un polymere, 
la concentration du polymere dans le solvant ou le 
melange de solvants peut etre comprise entre 0,1 
et 10%, de preference entre 0,2 et 2% en poids. 

Le rapport de volumes des solvants et des 
non-solvants doit etre tel qu'il puisse permettre la 
precipitation du polymere. Lorsque ce rapport aug- 
mente, la faille des nanoparticules diminue. 

L'agitation moder^e de la preparation dans 
I'etape (3) est li£e a la quantite de produits mise 
en oeuvre. Elle n'est pas n£cessaire pour de fai- 
bl s quantites. 

L'influence de la temperature et d pH sont 
limitees dans le procede selon I'invention, d sorte 
qu'il n'est generalement pas necessaire d'operer 



dans des conditions particulieres. Toutefois, lors- 
qu'on utilise deux phases aqueuses (1) et (2), leurs 
pH respectifs devront etre differents, pour remplir 
respectivement les conditions de solvant et de non- 
5 solvant. 

Par ailleurs, la presence d'electrolyte (par 
exemple le chlorure de sodium) ne semble pas 
avoir d'influence sur I'obtention des nanoparticules. 
Ainsi apr£s formation des nanoparticules dans 
w I'exemple 1, une concentration de 25 mg/ml de 
chlorure de sodium n'entratne pas de coalescence 
ou de precipitation des nanoparticules formees. 

Les particules obtenues selon I'invention sont 
autoclavables si les proprietes physiques de la 
75 substance le permettent. 

Le procede d'obtention de nanoparticules selon 
Tinvention apporte les avantages suivants par rap- 
port aux procedes connus: 

- obtention de nanoparticules inferieures a 500 
20 nm et notamment d'environ 200 nm par une 

methods simple ne necessitant pas un grand 
apport d'energie; 

- dans le cas ou la substance comprend un 
polymere, les nanoparticules ne sont plus 

25 obtenues par polymerisation d'un monomere 

mais par "nanoprecipitation" d'un polymere 
bien defini; 

- utilisation de polymeres naturels aussi bien 
que synthetiques dont I'innocuite est recon- 

30 nue et I'application dans le domaine de la 

sante est tres ancienne; 

- utilisation de polymeres qui, selon leur natu- 
re, peuvent etre biocompatibles; 

- possibility d'utilisation de polymeres qui peu- 
35 vent se dissoudre a partir d'un certain pH 

dans I'organisme, d'ou Tassurance d'une 
non-concentration dans I'organisme de parti- 
cules de polymeres; 

- possibility d'utilisation de polymeres qui, se- 
40 Ion leur nature peuvent etre bioresorbables, 

les produits de degradation etant d'une totale 
inocuite; 

- obtention de particules spheriques avec une 
faible dispersion des tail les. 

45 Les exemples suivants illustrent I'invention. Les 

nanoparticules obtenues sont visibles au microsco- 
pe eiectronique a transmission (x 25000-150000) et 
se presentent, apres coloration negative avec Taci- 
de phosphotungstique, sous la forme de particules 

50 non contrastees sensiblement rondes. 

Exemple 1 : Preparation de nanoparticules de poly- 
meres. 

55 On dissout d'une part, 125 mg d'acide poly 

(d,l) lactique (P.L.A.) dans 25 ml d'acetone et, 
d'autre part, 125 mg de polymere mixte d'oxyde 
d'ethylfcne et de propylene-glycol (Pluronic F68 ® 
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ou Poloxamer 188®), agent de surface non ionique, 
dans 50 ml d'eau purified. 

On ajoute, sous agitation magnetique (100 
r.p.m.), la phase acetoniqu a la phase aqueuse. 
Le milieu devient imm^diatement opalescent par 
formation de nanoparticules du polymere (P.LA.). 
La taille moyenne des nanoparticules, mesuree 
aussitot apres preparation dans un diffractometre a 
rayon laser (Nanosizer® de la firme Coultronics), 
est de 200 nm avec un indice moyen de dispersion 
de 0,5. 

L'acetone est £liminee sous pression reduite 
(vide de la trompe a eau), puis la suspension est 
concentre dans ces memes conditions jusqu'au 
volume desire, par exemple : 10 ml. 

La suspension concentree de nanoparticules 
est filtree sur un verre fritte* (pores 9-15 urn) ou sur 
une membrane filtrante (pores 5 urn), et la taille 
des nanoparticules, a nouveau mesuree dans le 
filtrat, demeure inchange*e ainsi que I'indice de 
dispersion. L'examen en microscopie eiectronique 
a transmission montre I'aspect sphe>ique r^gulier 
des nanoparticules d'acide (d,l) polylactique. 

Apres un repos prolonge (18 mois), I'aspect de 
la suspension de nanoparticules demeure inchange 
et on n'observe, en particulier, aucune sedimenta- 
tion irreversible, ni variation de la taille des nano- 
particules. 

Exemple 2 (variante de I'exemple 1) 

On procede comme dans Pexemple 1, mais en 
ajoutant la phase aqueuse a la phase acdtonique. 
Les nanoparticules obtenues pr£sentent les memes 
caracteVistiques qu dans Texemple 1 . 

Exemple 3 (variante de I'exemple 1) 

On procede comme dans I'exemple 1, mais en 
ajoutant la phase acetonique a la phase aqueuse 
sans agitation du milieu. Les nanoparticules obte- 
nues ont une taille moyenne de 205 nm avec un 
indice moyen de dispersion de 1 . 

Exemple 4 (variante de I'exemple 1 ) 

On procede comme dans I'exemple 1, mais 
sans ajouter d 'agent de surface a la phase aqueu- 
se. Les nanoparticules obtenues ont une taille 
moyenne de 207 nm, avec un indice moyen de 
dispersion de 1 ,3. 

Exemple 5: Preparation de nanoparticules conte- 
nant de Tindometacine (principe actif iipophile) 

a) On procede comme dans I'exemple 1, mais 
on ajout 5 mg d'indome*tacine dans la phase 
acetonique. L s nanoparticules obtenues ont 



une taille moyenne d 180 nm avec un indice 
moyen de dispersion de 1 ,5. Apres ultracentrifu- 
gation et dosag de I'indometacine dans la pha- 
s dispersante, la quantite de princip actif in- 
5 corpora dans les nanoparticules repr^sente 80% 

de la quantite initiale. 
b) Essai pharmacologique : 

Administr^e par voie orale chez le rat a jeun 
(5 mg/kg d'indometacine) la suspension de na- 
w noparticules conduit a une absorption digestive 
de I'indometacine plus rapide et plus complete 
que celle observee apres administration de la 
meme dose d'indometacine en solution. Apres 
administration repetee chez le rat a jeun 
75 (5mg/kg d'indometacine, 3 jours de suite), la 
suspension de nanoparticules conduit a une 
meilleure tolerance digestive, objective e par le 
nombre des ulcerations et hemorragies, que cel- 
le observed apres administration de la meme 
20 dose d'indometacine en solution. 

Administr^e par voie intraveineuse chez le rat 
(5 mg/kg d'indometacine) la suspension de nano- 
particules conduit a un profil chronologique des 
concentrations plasmatiques d'indometacine met- 
25 tant en evidence, par rapport a ('injection d'indo- 
metacine en solution, une distribution extravasculai- 
re plus importante du principe actif (majoration 
d'un facteur voisin de 2 du volume de distribution 
de I'indometacine), suivie d'une elimination plus 
30 lente (majoration d'un facteur voisin de 2 de la 
demi-vie biologique de Tin dometacine). 

Exemple 6: Preparation de nanoparticules conte- 
nant de la doxorubicine (principe actif hydrophile) 

35 

a) On procede comme dans Texemple 1, mais 
on ajoute 12,5 mg de doxorubicine dans la 
phase aqueuse. Les nanoparticules obtenues 
ont une taille moyenne de 288 nm et un indice 

40 moyen de dispersion de 2. Apres ultracentrifu- 
gation et dosage de la doxorubicine dans la 
phase dispersante, la quantite de principe actif 
incorpore dans les nanoparticules represente 
50% de la quantite initiale. 

45 b) Essai pharmacologique : Administree a la 
dose de 10 mg/kg pendant trois jours chez le 
rat, la suspension de nanoparticules de doxoru- 
bicine a montre une nette amelioration de la 
toxicite cardiaque du principe actif par rapport a 

so son administration en solution, resultats compa- 
rables a ceux observes par COUVREUR et coll. 
(J. Pharm. Sci., 71, p. 790, (1982) avec des 
nanoparticules priiparees par polymerisation 
d'isobutylcyanoacrylate. 

55 

Exemple 7 Fixation d'un principe actif 
(doxorubicine) sur des nanoparticules de polymer . 
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On procede comme dans I' xemple 1. Puis, on 
ajoute a la suspension de nanoparticules de P.L.A., 
concentred sous un volume de 10 ml, 12,5 mg de 
doxorubicine. Apres 72 h. de contact, la taille 
moyenne des nanoparticules est de 220 nm avec 
un indice moyen de dispersion de 2. Apres ultra- 
centrifugation et dosage de la doxorubicine dans la 
phase dispersante, la quantity de principe actif fixe" 
sur les nanoparticules repr^sente 32% de la quan- 
tity initiale. 

Exemple 8: Addition de non-solvant a la phase du 
solvant. 

On procede comme dans Texemple 1, mais le 
polymere est dissous dans un melange 
acetone/eau (90/10, v/v), au lieu d'acetone pure. La 
presence d'une faible proportion de non-solvant du 
polymere dans son solvant, conduit a des nanopar- 
ticules dont la taille moyenne est de 90 nm avec 
un indice moyen de dispersion de 1 ,5. 

Exemple 9: Utilisation de deux phases aqueuses. 



a) D'une part, 625 mg d'un polymere acrylique 
(Eudragit L 100®) sont dissous dans 125 ml 
d'eau purifiee additionnee de 3,45 ml. de soude 
0,1 N. 

D'autre part, 625 mg de polymere mixte 
d'oxyde d'ethylene et de propylene glycol. 
(Pluronic F68 ®) sont dissous dans 250 ml 
d'eau purified additionnee de 0,85 ml d'acide 
acetique pur. 

La phase aqueuse polyme>ique basique est 
ajouted, sous agitation magnetique a la phase 
aqueuse acide. Les nanoparticules d'Eudragit 
L100® se torment immediatement, rendant le 
milieu opalescent. Apres concentration de la 
suspension sous pression reduite, la taille 
moyenne des nanoparticules est de 130 nm 
avec un indice moyen de dispersion de 2,3. 

b) Preparation de comprimes. La suspension de 
nanoparticules d'Eudragit L 100 ® obtenue ci- 
dessus a 6t6 utilised pour preparer une formula- 
tion d'enrobage de comprimes par pulverisation. 
Les comprimes enrobes ont montre qu'ils 
etaient gastro-resistants pendant au moins 2 h, 
a pH acide (milieu gastrique de la Pharmacopee 
US) mais liberaient leur principe actif a pH neu- 
tre (milieu intestinal de la Pharmacopee US). 

Exemple 10 : Utilisation de deux phases organi- 
ques polaires. 

D'une part, 125 mg d'acide poly (d,l) lactique 
sont dissous dans 25 ml de tetrahydrofuranne. 

D'autre part, 125 mg de polymere mixte 
d'ethylene et de propyieneglycol (Pluronic F 68 ®) 



sont dissous dans 50 ml d'ethanol absolu. 

La phase polymerique est ajoutee, sous agita- 
tion magnetique, a la phase ethanolique. Les nano- 
particules d'acide poly (d,l) lactique se torment 

5 immediatement, rendant le milieu opalescent. 
Apres concentration de la suspension, sous pres- 
sion reduite et a faible temperature, jusqu'a un 
volume de 4 ml, suivie d'une filtration sur verre 
fritte (pores 9-15 urn), la taille moyenne des nano- 

w particules est de 201 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 1 ,6. 

Exemple 1 1 : Utilisation de deux phases organiques 
apolaires. 

75 

a) D'une part, 125 mg de polymere acrylique 
(Eudragit L100 ®) sont dissous dans 25 ml de 
chloroforme. 

D'autre part, 0,2 ml de mono-oieeate de 
20 sorbitanne, (SPAN 80 ®, agent de surface non 
ionique) sont dissous dans 50 ml d'heptane. 

On ajoute, sous agitation magnetique, la 
phase chloroformique a la phase heptanique. 
Les nanoparticules d'Eudragit L100® se forment 
25 immediatement, rendant le milieu opalescent. 

Apres concentration de la suspension sous 
un volume de 30 ml, les nanoparticules ont une 
taille moyenne de 350 nm avec un indice 
moyen de dispersion de 1 . 
30 b) Preparation de comprimes. 

Utilisee dans les memes conditions que 
dans Texemple 9b, la suspension de nanoparti- 
cules d'Eudragit L100 ® a permis la fabrication, 
par enrobage, de comprimes gastro-resistants. 

35 

Exemple 12 : preparation de nanoparticules de 
lipide. 

D'une part, 125 mg de stearate de glycerol 
40 sont dissous dans un melange 
acetone/tetrahydrofuranne (90/10, v/v). 

D'autre part, 0.25 ml de mono-oieate de sorbi- 
tanne polyoxyethyiene (TWEEN 80®, agent de sur- 
face non ionique) sont dissous dans 50 ml d'eau 
45 purifiee. 

On ajoute, sous agitation magnetique, la phase 
organique lipidique a la phase aqueuse. Les nano- 
particules de stearate de glycerol se forment im- 
mediatement, rendant le milieu opalescent, 
so Apres concentration de la suspension sous un 

volume de 10 ml, les nanoparticules ont une taille 
moyenne de 300 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 3. 

55 Exemple 13 (variante de I'exemple 12) 

D'une part, 125 mg de palmito-stearate de 
glycerol et 0,1 ml de mono-oieat de sorbitanne 
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(SPAN 80®) sont dissous dans 50 ml d'ethanol 
absolu. 

D'autre part, 0,1 ml de mono-oleate de sorbi- 
tanne polyoxythyiene (TWEEN 80®) sont dissous 
dans 50 ml d'eau purine. 

On ajoute, sous agitation magnetique, la phase 
aicoolique lipidique a la phase aqueuse. Les nano- 
particules de palmito-stearate de glycerol se tor- 
ment instantan^ment, rendant le milieu opalescent. 

Apres concentration de la suspension sous un 
volume de 10 ml, les nanoparticules ont une taille 
moyenne de 160 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 2. 

Exemple 14 : Preparation de nanoparticules d'indo- 
metacine. 

a) On procede comme indique dans I'exemple 

1, mais en remplagant le poiymere par 25 mg 
d'indometacine. 

Apres concentration de la suspension par 
Evaporation du solvant organique, les nanoparti- 
cules d'indometacine ont une taille moyenne 
de290 nm et un indice moyen de dispersion de 

2. L'examen en microscopie electronique a tran- 
smission montre I'aspect spherique et non cris- 
tallin des nanoparticules d'indometacine. 

b) Essai pharmacologique 

Admistree par voie orate chez le rat a jeun 
(5 mg/kg) la suspension de nanoparticules d'in- 
dometacine conduit a une absorption plus rapi- 
de et plus complete que celle observ^e par 
administration de doses egales d'indometacine 
en solution. 

AdministrEe par voie intraveineuse chez le rat 
(5 mg/kg) la suspension de nanoparticules d'indo- 
metacine conduit a un profil chronologique des 
concentrations plasmatiques d'indometacine met- 
tant en Evidence, par rapport a I'injection de doses 
egales d'indometacine en solution, une distribution 
extravasculaire plus importante du principe actif 
(majoration du volume de distribution), suivie d'une 
elimination plus lente (majoration de la demi-vie 
biologique). 

Exemple 15 : Lyophilisation des nanoparticules de 
poiymere 

On procede comme indique dans I'exemple 1. 
Apres concentration de la suspension de nanoparti- 
cules de P.L.A. jusqu'a un volume de 20 ml, on 
ajoute a celle-ci 200 mg de trehalose, puis on 
lyophilise. 

Apres dispersion du lyophilisat dans 10 ml 
d'eau purifiee, les nanoparticules ont une taille 
moyenn de 275 nm avec un indice moyen de 
dispersion de 1 ,5. 



Exemple 16 : Stability des nanoparticules de poiy- 
mere en presence de forces ioniques variabl s. 

On procede comme indique* dans I'exempl 1. 

5 Apres concentration de la suspension de nanoparti- 
cules de P.L.A. jusqu'a un volume de 10 ml, on 
ajoute progressivement a celle-ci des quantity s 
croissantes de chlorure de sodium. La suspension 
de nanoparticules est parfaitement stable lorsque la 

w concentration en chlorure de sodium correspond a 
I'isotonie avec le sang, et le demeure jusqu';* des 
concentrations en chlorure de sodium superieure a 
3 fois la concentration isotonique. 

75 Exemple 17 : Preparation de nanoparticules en 
presence d'un sel. 

On procede comme indique* dans I'exemple 1, 
mais la phase aqueuse est additionnee de 90 mg 

20 de chlorure de sodium. Apres concentration de la 
suspension de nanoparticules jusqu'a un volume 
de 10 ml, correspondant compte tenu du chlorure 
de sodium a I'isotonie avec le sang, les nanoparti- 
cules ont une taille moyenne de 250 nm avec un 

25 indice moyen de dispersion de 2. 

La suspension demeure stable dans le temps 
et ne presente, apres 12 mois de conservation, ni 
sedimentation irreversible, ni variation de la taille 
des nanoparticules. 

30 Les nanoparticules obtenues selon ('invention 

peuvent trouver des applications dans de nom- 
breux secteurs techniques. 

En tant que "vecteurs" de medicaments, en 
theVapeutique humaine et animate les nanoparti- 

35 cules permettent d'envisager : 

- d'atteindre de nouveaux sites d'action, en 
particulier intracellulaires, voire intralysoso- 
miaux ; 

- d'utiliser de nouvelles votes d'ad ministration 
40 pour des medicaments connus, en augmen- 

tant la stabilite et/ou ('absorption des medica- 
ments, ou en permettant la realisation de 
formes injectables, par voie intravasculaire, 
de medicaments insolubles ; 

45 - de modifier la distribution tissulaire des medi- 
caments, par un meilleur ciblage vers les 
sites d'action favorables et/ou un detourne- 
ment des sites d'effets indesirables voire 
toxiques (amelioration de I'index therapeuti- 

50 que). 

En pharmacie, les dispersions colloVdales de 
nanoparticules peuvent permettre : 

- de realiser des formes injectables de medica- 
ments insolubles, 

55 - de stabiliser un principe actif medicamen- 
teux, t 

- de rEaliser des enrobages d formes galEni- 
ques a partir de dispersions aqueus s de 
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polymeres filmogenes. 

Dans le domaine de I'agrochimie les nanoparti- 
cul s peuvent vehicul r d s insecticides, des pesti- 
cides etc... Leur taille peut permettre d'envisager 
une action plus puissante par une meilleure pene- 
tration a travers la cuticule. La faible viscosite de la 
dispersion autorise une pulverisation tres facile 
sous forme de gouttelettes de tres petite taille, plus 
efficaces car plus couvrantes. 

Dans le domaine des peintures, vernis, et trai- 
tement des surfaces d'une maniere generate, les 
nanoparticules permettent de vehiculer des pig- 
ments, des r^actifs, des d^capants sous forme de 
dispersion aqueuse de tres faible viscosity, aises a 
pulveriser ou a appliquer, et qui peut, si necessai- 
re, etre rendue visqueuse, voir adhesive (remise en 
suspension des nanoparticules dans un vehicule 
approprie). La taille reduite des nanoparticules 
conduit a une tres grande finesse du depot et a 
une tres grande homogeneite, par exemple de pig- 
mentation. 

Les nanoparticules obtenues selon I'invention 
peuvent aussi etre utilises dans les domaines de 
Timprimerie et de la reprographie, du traitement de 
surface des textiles et fibres, de la photographie, 
de la lubrification. 

Revendications 

1. Procede de preparation de systemes colloi- 
daux dispersibles d une substance, sous forme 
de particules spheViques de type matriciel et 
de taille infe>ieure a 500 nm (nanoparticules), 
caracteVise* en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute 
essentiellement par une solution de la subs- 
tance dans un solvant ou dans un melange 
de solvants, et pouvant etre additionnee 
d'un ou de plusieurs surfactifs, 

(2) on prepare une seconde phase liquide 
constitute essentiellement par un non-sol- 
vant ou un melange de non-solvants de la 
substance et pouvant etre additionnee d'un 
ou de plusieurs surfactifs, le non-soivant ou 
la melange de non-solvants de la substance 
etant miscible en toutes proportions au sol- 
vant ou melange de solvants de la substan- 
ce, 

(3) on ajoute, sous agitation mode>ee, Tune 
des phases liquides obtenues sous (1) ou 
(2) a I 'autre, de maniere a obtenir pratique- 
men t instantanement une suspension colloT- 
dale de nanoparticules de la substance.et 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou partie 
du solvant ou du melange de solvants de la 
substance et du non-solvant ou du melange 
de non-solvants de la substance, de manie- 
re a obtenir une suspension colloTdale de 



concentration voulue en nanoparticules ou a 
obtenir une poudre de nanoparticules, 
la substance n'etant pas un monomere. 

5 2. Precede" selon la revendication 1, caracterise 
en ce que Ton ajoute dans I'etape (3) la phase 
liquide obtenue dans I'etape (1) a la phase 
liquide obtenue dans i'etape (2). 

70 3. Procede selon la revendication 1 ou la revendi- 
cation 2, caracteVise* en ce que Ton ajoute au 
solvant, dans I'etape (1), une faible proportion 
de non-solvant. 

75 4. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 3, caracterise en ce que le(s) 
surfactif(s) sont presents en une proportionde 
0,1 a 10% en poids de la suspension colloTda- 
le obtenue dans I'ttape (3). 

20 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que le(s) surfactif(s) sont presents en 
une proportion de 0,2 a 2% en poids. 

25 6. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise' en ce que la subs- 
tance est un polymere. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise 
30 en ce que la concentration du polymere dans 

le solvant ou le melange de solvants est com- 
prise entre 0,1 et 10% en poids. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise 
35 en ce que la concentration du polymere est 

comprise entre 0,2 et 2% en poids. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise en ce que la subs- 

40 tance est une substance biologiquement acti- 

ve. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 6 a 8, caracttrise' en ce que la subs- 

45 tance comprend un polymere et une substance 

biologiquement active. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 6 a 8, caracterise en ce qu'une secon- 

50 de substance est fixee sur les nanoparticules 

de polymere dtja formees dans I'etape (3). 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise 
en ce que la seconde substance est une subs- 

55 tance biologiquement active. 

13. Proce^de* selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise en ce que la subs- 
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• 



tance est un corps gras. 

14. Proce'de s Ion Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 13, caracteVise' en ce que dans 
TStape (4) la totalite des solvants et des non- 
solvants est eliminee par lyophilisation. 

15. Proc^de" selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 14, caracteVise" en ce que les 
nanoparticules ont une taille d*environ 200 nm. 

Claims 

1. Preparation process for dispersible colloidal 
systems of a substance, in the form of spheri- 
cal particles of matrix type and of a size small- 
er than 500 nm (nanoparticles), characterized 
in that: 

(1) a liquid phase is prepared constituted 
essentially by a solution of the substance in 
a solvent or in a mixture of solvents, and 
being able to have one or more surfactants 
added to it, 

(2) a second liquid Phase is prepared con- 
stituted essentially by a non-solvent or a 
mixture of non-solvents of the substance 
and being able to have one or more surfac- 
tants added to it, the non-solvent or the 
mixture of non-solvents of the substance 
being miscible in all proportions with the 
solvent or mixture of solvents of the sub- 
stance, 

(3) one of the liquid phases obtained in (1) 
or (2) is added under moderate agitation to 
the other, so as to obtain almost instanta- 
neously a colloid suspension of nanopar- 
ticles of the substance, and 

(4) if desired, all or part of the solvent or 
mixture of solvents of the substance and of 
the non-solvent or mixture of non-solvents 
of the substance are eliminated, so as to 
obtain a colloid suspension of the desired 
nan o particle concentration or so as to obtain 
a nanoparticle powder, the substance not 
being a monomer. 

2. Process according to claim 1, characterized in 
that in stage (3) the liquid phase obtained in 
stage (1 ) is added to the liquid phase obtained 
in stage (2). 

3. Process according to claim 1 or claim 2, char- 
acterized in that in stage (1) a small amount of 
non-solvent is added to the solvent. 

4. Process according to any one of claims 1 to 3, 
characterized in that the surfactant(s) is(are) 
present in a proportion of 0.1 to 10% by 



weight of the colloid suspension obtained in 
stage (3). 

5. Process according to claim 4, characterized in 
5 that the surfactant(s) is(are) present in a pro- 
portion of 0.2 to 2% by weight. 

6. Process according to any one of claims 1 to 5, 
characterized in that the substance is a poly- 

w mer. 

7. Process according to claim 6, characterized in 
that the polymer concentration in the solvent or 
the mixture of solvents is comprised between 

15 0.1 and 10% by weight. 

8. Process according to claim 7, characterized in 
that the polymer concentration is comprised 
between 0.2 and 2% by weight 

20 

9. Process according to any one of claims 1 to 5, 
characterized in that the substance is a biologi- 
cally active substance. 

25 10. Process according to any one of claims 6 to 8, 
characterized in that the substance contains a 
polymer and a biologically active substance. 

11. Process according to any one of claims 6 to 8, 
30 characterized in that a second substance is 

fixed on the polymer nanoparticles already 
formed in stage (3). 

12. Process according to claim 11, characterized 
35 in that the second substance is a biologically 

active substance. 

13. Process according to any one of claims 1 to 5, 
characterized in that the substance is a fatty 

40 substance. 

14. Process according to any one of claims 1 to 

13, characterized in that in stage (4) all the 
solvents and nonsolvents are eliminated by 

45 lyophilization. 

15. Process according to any one of claims 1 to 

14, characterized in that the nanoparticles have 
a size of about 200 nm. 

50 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung kolloid-disperser Sy- 
steme aus einer Substanz in Form kugelformi- 
55 ger, matrixartiger Teilchen von unter 500 nm 

GroBe (Nanopartik I), dadurch gekennzeichnet, 
da£ 

(1) man eine fltissig Phase herstellt, wel- 
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che im wesentlichen aus einer Losung der 
Substanz in einem Losungsmittel od r ei- 
nem Losungsmittelgemisch besteht und 
welcher ein oder rn hrere oberflachenaktive 
Stoffe zugesetzt sein konnen, s 

(2) man eine zweite flUssige Phase herstellt, 
welche im wesentlichen aus einem Lo- 
sungsmittel Oder einem Losungsmittelge- 
misch besteht, welche die Substanz nicht 
losen, und welcher ein oder mehrere ober- 10 
flachenaktive Stoffe zugesetzt sein konnen, 
wobei das Losungsmittel oder das Losungs- 
mittelgemisch, welche die Substanz nicht 
losen, in alien Verhaltnissen mit dem Lo- 
sungsmittel oder dem Losungsmittelge- 75 
misch fur die Substanz mischbar sind, 

(3) man unter mafiigem Ruhren eine der in 
(1) oder (2) erhaltenen flussigen Phasen der 
anderen zufugt, um praktisch augenblicklich 
eine kolloidale Suspension von Nanoparti- 20 
keln der Substanz zu erhalten, und 

(4) falls gewunscht, man das gesamte oder 
einen Teil des Losungsmittels oder L6- 
sungsmittelgemisches fur die Substanz und 

des Losungsmittels oder des Losungsmit- 25 
telgemisches, welche die Substanz nicht lo- 
sen, entfernt, um eine kolloidale Suspension 
der gewunschten Nanopartikel-Konzentra- 
tion zu erhalten oder ein Nanopartikel-Pul- 
ver zu erhalten, wobei die Substanz kein 30 
Monomer ist. 

2. Verfahren gemS/3 Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl man in Schritt (3) die in 
Schritt (1) erhaltene flussige Phase der in 35 
Schritt (2) erhaltenen flussigen Phase zufugt. 

3. Verfahren gema/3 Anspruch 1 oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 man in Schritt (1) 
dem Losungsmittel ein nichtlosendes Ld- 40 
sungsmittel in geringem Verhaltnis zusetzt. 



7. Verfahren gema/3 Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 die Konzentration des Poly- 
mers im Losungsmitt I oder Losungsmitt Ige- 
misch zwischen 0,1 und 10 Gew.-% liegt. 

8- Verfahren gema/3 Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 die Konzentration des Poly- 
mers zwischen 0,2 und 2 Gew.-% liegt. 

9. Verfahren gema/3 einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Substanz 
eine biologisch aktive Substanz ist. 

10. Verfahren gema/3 einem der Anspruche 6 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Substanz 
ein Polymer und eine biologisch aktive Sub- 
stanz umfa/Jt. 

11. Verfahren gema/3 einem der AnsprUche 6 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, da/3 eine zweite 
Substanz an die bereits in Schritt (3) gebilde- 
ten Polymer-Nanopartikel angelagert wird. 

12. Verfahren gemajS Anspruch 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, da/? die zweite Substanz eine 
biologisch aktive Substanz ist. 

13. Verfahren gema/3 einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, da/J die Substanz 
ein Fett ist. 

14. Verfahren gema/3 einem der Anspruche 1 bis 

13, dadurch gekennzeichnet, da/3 in Schritt (4) 
die gesamten Losungsmittel und nichtlosen- 
den Losungsmittel durch Gefriertrocknung ent- 
fernt werden. 

15. Verfahren gema/3 einem der Anspruche 1 bis 

14, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Nanopar- 
tikel eine Grofie von etwa 200 nm haben. 



4. Verfahren gema/3 einem der AnsprUche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, da/3 das (die) 
oberflachenaktive(n) Mittel in einem Verhaltnis 45 
von 0,1 bis 10 Gew.-% bezogen auf die in 
Schritt (3) erhaltene kolloidale Suspension vor- 
handen sind. 



5. Verfahren gema/3 Anspruch 4, dadurch ge- 50 
kennzeichnet, da/J das (die) oberflachenaktive- 
(n) Mittel in einem Verhaltnis von 0,2 bis 2 
Gew.-% vorhanden sind. 



6. Verfahren gema/3 einem der AnsprUche 1 bis 55 
5, dadurch gek nnzeichnet, da/3 die Substanz 
ein Polymer ist. 
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